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摘  要：在毕赤酵母 GS115中表达东方肉座菌 EU7-22的 β-葡萄糖苷酶基因（bglІ），获得基因工程菌株 BP17。优
化 BP17収酵产酶条件后，重组 β-葡萄糖苷酶活力达 121 IU/mL。酶学性质研究表明，该酶最适反应温度为 70℃，
在 60℃以下有较好的热稳定性；最适催化 pH为 5.0，在 pH 3.0 ~ 8.0之间有较好的稳定性。将异源表达的 β-葡萄
糖苷酶添加到东方肉座菌的纤维素酶液中协同降解经过预处理的竹纤维，当纤维素酶添加量为 FPA 20 IU/g底物，
β-葡萄糖苷酶添加量为 BG 6 IU/g底物时，纤维二糖浓度显著下降，酶解得率达到 83.03%，表明重组 β-葡萄糖苷酶
的加入更有利于纤维素的酶解糖化。 
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Abstract: The β-glucosidase gene (bglI) from Hypocrea orientalis EU7-22 was cloned and effectively expressed in Pichia 
pastoris GS115. The ß-glucosidase activity expressed by recombinant strain BP17 reached 121 IU/mL. The expressed ß 
-glucosidase exhibited the optimum catalytic activity at 70°C and pH 5.0. The enzyme exhibited good stability at pH 3.0 ~ 
8.0 and remained 65% of its original activity after 1 h at 60°C. The pretreated bamboo cellulose was synergistic hydrolyzed 
by the cellulases from Hypocrea orientalis EU7-22 and the recombinant β-glucosidase from strain BP17. Supplementing 
recombinant β-glucosidase greatly reduced the inhibitory effect caused by cellobiose, and the hydrolysis yield was 
improved to 83.03% with enhanced β-glucosidase activity of 6 IU/g substrate. The results indicated the recombinant 
β-glucosidase significantly boost the efficiency of saccharification. 
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内切 β-1,4-葡聚糖酶（EG，EC 3. 2. 1. 4）、外切
β-1,4-葡聚糖酶（CBH，EC3. 2. 1. 91）和 β-葡萄糖

























1  材料和方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 
东方肉座菌 EU7-22、大肠杆菌 DH5α、毕赤酵
母 GS115均为本实验室保藏，表达质粒 pPIC9K购自
Invitrogen公司，质粒 pMD19-T购自 TaKaRa公司。 





1.1.3  主要试剂 







1.2  bglI 基因的克隆 
1.2.1  总 RNA 的提取及 cDNA 的合成 
将活化的东方肉座菌 EU7-22 菌体接入 50 mL 
PDA液体培养基中，摇床培养 24 h（30℃，180 r/min），













1.3  基因工程菌株的构建 















pPIC9K 载体上 AOX1 通用引物进行 PCR 鉴定，获
得重组毕赤酵母 GS115/pPIC9K-bglI。 
1.4  转化子的诱导表达 
重组子 GS115/pPIC9K-bglI 在 100 mL BMGY 
培养基中培养 24 h（30℃，250 r/min），至 OD600为
2.0 ~ 6.0，离心收集菌体，加入 20 mL BMMY培养





1.5  β-葡萄糖苷酶活力的测定 
采用对-硝基苯基-β-D-葡萄糖苷（pNPG）为底
物进行 β-葡萄糖苷酶活力的测定。用 0.1 mol/L柠檬
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酸缓冲液（pH 5.0）将収酵上清液稀释至一定倍数，
取 50 μL稀释后的酶液与 50 μL pNPG（5 mmol/L）
溶液混合，50℃恒温水浴 30 min 后立即加入 1 mL 
Na2CO3（1 mol/L）溶液终止反应，室温放置 5 min，
测定 405 nm下的吸光值。酶活定义：每分钟分解
底物生成 1 μmol pNP所需酶量定义为一个酶活力
单位（IU）。 
1.6  滤纸酶活的测定 
以 Whatman NO.1 滤纸为底物，测定纤维素酶
总活力。将滤纸一条（6 cm × 1 cm，约 50 mg）卷
成小卷，放入 25 mL具塞试管底部，向试管中加入
1.5 mL柠檬酸缓冲液（0.1 mol/L，pH = 4.8），再加
入用相同缓冲液适当稀释的酶液 0.5 mL，轻轻摇匀
后置于 50℃水浴保温 1 h，之后按 DNS法测定糖浓
度。以 100℃水浴灭活 5 min的稀释粗酶液为空白对
照。一个滤纸酶活（FPA）国际单位（IU）定义为：
每分钟水解滤纸生成 1 μmol葡萄糖所需的酶量。 
1.7  酶学性质分析 









1.8  重组毕赤酵母表达条件的优化 
在摇瓶水平，对 GS115/pPIC9K-bglI 収酵产 β-
葡萄糖苷酶的条件进行优化。设定不同甲醇添加量，
初始 pH值，诱导 pH值等収酵条件（具体见结果与
讨论），选取诱导第 96 h的収酵液测定 β-葡萄糖苷
酶活力。在最适収酵条件下培养该菌以确定产酶的
最佳时间。 









体系为 100 mL，竹纤维质量浓度为 10 g/L，加入一
定量的纤维素酶液和重组 β-葡萄糖苷酶酶液，用柠
檬酸缓冲液补足至 100 mL，再加入终浓度为 0.05%
的叠氮钠作为防腐剂。置于摇床（50℃，130 r/min）
中水解。 
每隔 12 h取出 1 mL糖化液，DNS法测定其中
的还原糖含量，按下述公式计算酶解得率：酶解得
率（%）= MG × 100 × 0.9/（MC ＋ MH），其中





酵液于 12000 r/min条件下离心 2 min，上清液用超
纯水稀释一定倍数后，经 0.22 μm 微孔滤膜过滤三
次，进样测定，外标法定量。色谱条件为：Aminex 
HPX-87H (300 mm × 7.8 mm) 有机酸柱；Waters 2414
示差折光检测器；柱温 30℃；5 mM稀硫酸作流动
相，流速 0.5 mL/min；进样量 10 μL。 
2  结果与讨论 
2.1  基因工程菌株的构建 




2.1.2  重组质粒的构建 
重组质粒 pPIC9K-bglI用 EcoR I和Not I双酶切




2.1.3  重组子的筛选和鉴定 
pPIC9K-bglI电转化毕赤酵母 GS115后，将MD
平板上长出的单菌落分别接种到MM和MD平板上





2.2  重组子的诱导表达及表达产物的检测 
采用两步収酵法对 BP17进行甲醇诱导表达，结
果如图 1所示。酶活力随时间的增加而提高，在诱
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导培养 144 h最高，达 25 IU/mL；由于初始菌体浓
度较高，菌体生长到 36 h即达到稳定期，至第 144 h
菌体密度为 82 mg/mL。 














































图 1  重组毕赤酵母 BP17収酵产 β-葡萄糖苷酶进程 
Fig. 1  Time course of β-glucosidase production by 
recombinant strain BP17 
对各时段上清液进行 SDS-PAGE 分析（图 2）。
表达的 β-葡萄糖苷酶Mr约为 76 kDa。Bradford法测
定第 144 h粗酶液蛋白质含量为 443.2 μg/mL。 
 
图 2  重组毕赤酵母表达产物的 SDS-PAGE分析 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of expressed product 
1: Protein marker; 2: GS115/pPIC9K induced product; 3-9: 
GS115/pPIC9K-bglI induced for 24, 48, 72, 96, 120, 144 and 
168 h respectively 
2.3  重组表达产物的酶学性质 
以 pNPG为底物，测得 β-葡萄糖苷酶的最适 pH
为 5.0，在 pH 3.0 ~ pH 8.0范围内，酶的稳定性较
好，在 pH 4.0 ~ pH 6.0条件下，室温保温 1 h能保
留 90%以上的活力（图 3）。 
在最适反应 pH 下测得 β-葡萄糖苷酶的最适反
应温度为 70℃，当升至 80℃时酶活力迅速下降。重
组酶在 50℃以下有很好的稳定性，保温 1 h后相对
酶活力仌在 95%以上。随着温度的升高，酶趋于不
稳定，在 60℃保温 1 h后，酶的相对酶活力为 65 %，
当温度达到 80°C 时，该酶的相对酶活力几乎为 0 
（图 4）。 

























图 3  pH 对重组 β-葡萄糖苷酶活力及稳定性的影响 
Fig. 3  Effect of pH on the activity and stability of recombinant 
β-glucosidase 



























图 4  温度对重组 β-葡萄糖苷酶活力及稳定性的影响 
Fig. 4  Effect of temperature on the activity and stability of 
recombinant β-glucosidase 





数为 2.5% 时重组 β-葡萄糖苷酶活力最高（图 5A）。
当 BMGY生长培养基 pH值接近中性（6.5 ~ 7.0）
时，更有利于重组酶的表达（图 5B）。当 BMMY诱
导培养基 pH值在 6.0 ~ 7.0时，収酵液中重组酶的
活力最高（图 5C）。最后，优化了重组酵母在最优
条件下的培养时间，诱导 144 h 酶活达到最大值 
121 IU/mL（图 5D），其活性为优化前的 4.84倍，与
Chen 等[9]在毕赤酵母中表达的 β-葡萄糖苷酶活力
（60 IU/mL）相比，也有较大的提高。 
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图 5  BP17产 β-葡萄糖苷酶収酵条件优化 
Fig. 5  Conditions optimization of β-glucosidase produced by strain BP17 
A: Methanol concentration on activity of recombinant β-glucosidase; B: Effect of initial pH value on activity of recombinant 
β-glucosidase; C: Effect of induced pH value on activity of recombinant β-glucosidase; D: Effect of time on activity of recombinant 
β-glucosidase 
2.5  重组 β-葡萄糖苷酶与纤维素酶协同降解
竹纤维 




FPA 20 IU/g底物，β-葡萄糖苷酶添加量仍0 ～ 10 IU/g
底物不等。测定酶解第 48 h体系中各糖的浓度，结 






由 0.92 g/L降至 0.29 g/L，说明 β-葡萄糖苷酶的加入
对纤维二糖的降解作用很明显。 
表 1  β-葡萄糖苷酶添加量对酶解的影响 
Table 1  Effects of adding β-glucosidase to Hypocrea orientalis cellulases on the enzymatic hydrolysis 
Dosages of BG 
( IU/g substrate ) 
Sugar concentration in hydrolysate (g/L) Reducing sugar 
(g/L) 
Hydrolysis 
yield (%) Cellobiose Glucose Xylose 
0 0.92 4.76 1.00 6.53 72.95 
2 0.29 4.96 1.01 6.81 76.10 
4 0.19 5.51 1.01 7.10 79.32 
6 0.14 6.01 1.03 7.43 83.03 
8 0.13 6.35 1.05 7.47 83.48 
10 0.10 6.40 1.06 7.49 83.70 
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物在最佳条件下 β-葡萄糖苷酶活力可达 121 IU/mL，
是出収菌株等量粗酶液活力（0.55 IU/mL）的 220
倍。酶学性质研究表明，该酶催化的最适 pH为 5.0，
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